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染する変異型 CJD（variant CJD: vCJD）が発生し、単に家畜の疾病の一つにとどま
らず、我々ヒトにとっても脅威であることが示された（Hill et al., 1997）。我が国に















Sc が TSE の発症と密接に関わっていると考えられている（Aguzzi & Heppner., 
2000）。  
TSE 感染動物は、音に過敏に反応する、歩行障害を呈するといった特徴的な神経





らかではない。神経細胞は PrPc を高発現することが分かっており、この PrPc が PrPSc
に変換されることで PrPSc の蓄積が起こる（Brandner et al., 2000）。  






microfold 細胞（M 細胞）が存在する（図 2）。M 細胞は、細菌やウイルスの侵入部
位として知られるが（Neutra et al., 1996）、PrPSc の体内への侵入口としても注目され
ている（Heggebø et al., 2000）。FAE から小腸粘膜を通過し、生体内に侵入した PrPSc
は、初めにパイエル板や腸間膜リンパ節といった 2 次リンパ組織に蓄積し、増幅す
る。これら末梢リンパ組織には、樹状細胞や濾胞樹状細胞といった PrPc を発現する




神経系に侵入すると考えられている（Mabbott & Macpherson., 2006）。神経系におけ
る PrPSc の伝播は、末梢から中枢へと求心的に進み、最終的に脳に蓄積して空胞化
に代表される神経細胞の変性を惹起し、歩行障害等の症状を呈して最終的に死に至










する手法を確立した（Miyazawa et al., 2007）。従来、免疫組織化学的手法で組織中の
PrP
Sc と PrPc を識別して PrPSc のみを検出することは困難であった。そこで、我々は
PrP
c を発現しない PrPc ノックアウトマウス  Ngsk Prnp-/-（KO マウス）を用いること
とした（Sakaguchi et al., 1995）。PrPSc を含む脳乳剤を投与した KO マウスでは、そ
の組織中に検出されるプリオン蛋白は、すべて経口投与した脳乳剤に含まれるプリ
オン蛋白となる。また、脳乳剤に含まれる PrPc は、吸収される前に消化されてしま
うため、体内に摂取されるのは大部分が PrPSc となる（Scherbel et al., 2006）。したが
って、KO マウス組織中に検出されるプリオン蛋白はほぼ PrPScであると考えられる。








検出できるモノクローナル抗体が作出された（Yamasaki et al., 2012）。第 5 章では、
この抗体を用いて PrPc を発現する野生型マウス（WT マウス）において経口投与し
た PrPSc の体内動態を解析した。さらに、第 6 章において経口摂取した PrPSc の体内
への侵入部位となる細胞種とリンパ組織間の伝播に関わる細胞種の同定を同一切片








































2.1 はじめに  
 TSE の経口感染病態において、食餌とともに混入した PrPSc が生体内に侵入する
部位として注目されるのが小腸パイエル板である。パイエル板は複数のリンパ小節
の集合体で、粘膜免疫の最前線にある組織である。パイエル板は、その管腔側表面
を濾胞随伴上皮（FAE）に覆われている（Man et al., 2004）。FAE には高分子輸送能
を有し、管腔内の抗原を取り込んで基底膜側の免疫担当細胞に受け渡し、腸管粘膜
での免疫応答を開始させる役割を担う M 細胞が存在する（Jepson & Clark., 2001）。
TSE 病態においても M 細胞の重要性は示唆されているが、in vivo において本当に関
与があるのか、未だ明らかではない。TSE の経口感染における初期病態において、
PrP
Sc がいつ、どこから体内に侵入するのかは重要な項目である。  
 体内に侵入した PrPSc は、様々な組織へ伝播することが知られており、パイエル
板から侵入した PrPSc は主に腸間膜リンパ節や脾臓に伝播する。この伝播の過程で
PrP
Sc は増幅し、神経系への侵入の機会を持つと考えられている（Mabbott & 
MacPherson., 2006）。体内に侵入した PrPSc の伝播を経時的に解析することは、PrPSc
の神経侵入のタイミングを推測できるとともに、効果的な診断法の開発にもつなが
る。  




2.2 材料と方法  
2.2.1 供試動物  
動物は、長崎大学大学院医歯薬学総合研究科新興感染症病態制御学系専攻感染分
子解析学講座から提供されたプリオン蛋白遺伝子ノックアウトマウス（Ngsk Prnp-/-、
KO マウス）の 3 週齢、オスを用いた。なお、マウスの飼育、経口投与、材料の採
取は、長崎大学の P3 実験施設において実施した。  
 
2.2.2 TSE 感染マウス脳乳剤の経口投与  
TSE は、げっ歯類には存在しない。そのため、ヒト由来のマウスやラットに馴化
したプリオン病感染株が作製されている。本研究で用いた感染株は、長崎大学の上
記講座より提供されたマウスに馴化した Fukuoka-1 株を使用した。Fukuoka-1 株感染
マウス脳を滅菌済み PBS で懸濁して 10％脳乳剤を調製し、これを 200 μL/body で
KO マウスに経口ゾンデを用いて強制経口投与した。投与は、合計 32 匹に行った。 
  
2.2.3 材料の採取  
 脳乳剤を投与した後、15、30 分、1、2、4、6、8、10 時間、2、6 日、4、10 週後
の各時間に 2 匹ずつ屠殺した。屠殺後、十二指腸、空腸および回腸パイエル板を採
取して PLP（Periodate-lysine-paraformaldehyde）液中で一晩固定し、パラフィンに包
埋した。包埋した組織から厚さ 3 μm の組織切片を作製した。  
 




2． 水洗（5 分）  
3． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
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4． DAKO Cytomation Target Retrieval Solution Ready-to-use （Dako 社）中にてオート
クレーブを用いた熱処理による抗原賦活化（121ºC、5 分）  
5． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
6． サポニン処理（1 mg/mL、室温、20 分）  
7． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
8． ブロッキング処理（3％正常ヤギ血清、室温、20 分）  
9． 1 次抗体処理（4ºC、一晩）  
10． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
11． ABC 試薬処理（Vector Laboratories 社、室温、60 分）  
12． PBS で洗浄（3 分×5 回）  
13． DAB (0.025% 3, 3’-diaminobenzidine と 0. 01% H2O2 を含む 0.05M Tris-HCl（pH 
7.6）)で発色  
14． ヘマトキシリン染色  (10~20 秒) 
15． 水洗(10~15 分) 
16． 脱水および透徹  
17． マリノール  (武蔵化学) で封入  
18． 光学顕微鏡  (AX70、オリンパス社) により抗プリオン蛋白抗体陽性細胞を同定  
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2.3 結果  
2.3.1 小腸パイエル板  




を述べる。投与 1 時間後の十二指腸の全体像を図 3 B に示した。上皮細胞による管
腔からのプリオン蛋白の取り込み像を絨毛上皮および濾胞随伴上皮（FAE）のそれ
ぞれで確認した（図 3 A, C 矢印）。プリオン蛋白陽性細胞は、パイエル板のドーム
上皮下に散在し、濾胞下部に集積していた（図 3 C, D）。投与 4 時間後では、プリオ
ン蛋白を取り込む上皮細胞は確認されなかった。一方、プリオン蛋白陽性細胞は投
与 1 時間後と同様に、ドーム上皮下に散在し、濾胞下部に集積していた（図 3 E, F）。
さらに、投与 8 時間後のパイエル板について解析したが、上皮細胞、ドーム上皮下
および濾胞下部ともにプリオン蛋白は検出されなかった（図 3 G, H）。  




回腸では投与 8 時間以後プリオン蛋白陽性細胞は確認されなかった。  
 









 パイエル板において、経口摂取したプリオン蛋白は概ね投与 1 日で消失した。そ
のため、腸間膜リンパ節および脾臓については投与 2 日後から解析を行った。腸間
膜リンパ節では投与 2 日後からプリオン蛋白陽性細胞が確認された（図 4 A）。さら
に投与 6 日後にも確認されたが（図 4 B）、投与 4 週後および 10 週後では確認され
なかった（図 4 C, D）。プリオン蛋白陽性細胞は、主に皮質の血管様構造の周囲に多
く局在していた（図 4 A 矢印）。脾臓においても投与 2 日後からプリオン蛋白陽性細
胞が確認された（図 5 A, B）。その後、投与 6 日後（図 5 C, D）および 4 週後（図 5 
E, F）においても確認されたが、投与 10 週後では確認されなかった（図 5 G, H）。
脾臓においては、プリオン蛋白は主に赤脾髄に多く確認された。  
 腸間膜リンパ節および脾臓のプリオン蛋白陽性細胞数の経時変化を表 2 にまとめ
た。腸間膜リンパ節では投与 2 日後に、一方の脾臓では投与 6 日後から 4 週の間に
かけて陽性細胞数が最大に達した。陽性細胞数は、その後減少し、腸間膜リンパ節
では投与 4 週後に、脾臓では投与 10 週後に消失した。  
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れまでに、B 細胞を欠損した μMT マウスおよび B 細胞と T 細胞を欠損した RAG-1-/-
マウスでは、腸管のパイエル板が減少することに伴い、TSE に耐性を獲得すること




持つことが報告されている（Miyazawa et al., 2010、Heppner et al., 2001）。これら in 
vivo および in vitro における報告は、経口感染病態における最初の侵入口としてパイ
エル板およびそれを覆う FAE に存在する M 細胞の重要性を支持するものである。
本研究で投与 1 時間後の FAE にプリオン蛋白を取り込んだ上皮細胞が認められたが、
この細胞は M 細胞であることが強く示唆された。M 細胞は管腔側の分子を取り込ん
で基底膜側に存在するマクロファージや樹状細胞といった抗原提示細胞に受け渡す
ことで腸管免疫を支える役割を担う細胞である（Knoop et al., 2009、Nakato et al., 































での報告に比べると投与後の非常に早い段階で起こっている（Kincaid & Bartz., 2007、









2.5 小括  
 本章の結果より、以下の新たな知見を得た。  
PrP
Sc を経口投与した KO マウスにおいて、  
1． PrPSc は、投与後 1 時間という非常に早期に小腸パイエル板の FAE および絨毛上
皮から取り込まれる。  







































第 3 章 
  




3.1 はじめに  




を樹立し、これら細胞に抗 CD3 および CD28 抗体あるいは interleukin-2 による刺激
を加えたリンパ球の培養上清を添加することにより、M 細胞様の細胞に分化させる
系を確立した（Kanaya et al., 2008、Miyazawa, Hondo et al., 2010）。この分化誘導系
を用いて、M 細胞に分化した BIE 細胞が PrPSc をトランスサイトーシスすることを
報告している（Miyazawa et al., 2010）。このように in vitro において、M 細胞の関与











3.2 材料と方法  
3.2.1 パイエル板における同一切片再染色法  
 2.2.4 項に示した免疫染色法によりプリオン蛋白を検出した切片を用いて蛍光染
色法による再染色を行った。再染色に使用した一次抗体の抗体名、特異性、希釈倍
率等は表 3 に示した。抗 Annexin V 抗体を用いる場合、DAKO Cytomation Target 
Retrieval Solution Ready-to-use（Dako 社）を用いて、121 ºC で 5 分間加熱処理を施し
た。また、抗 CD11b 抗体を用いる場合、前処理として 0.0025％  trypsin / Tris-HCl（pH 
7.5）による処理を 5 分間施した。その他の一次抗体に関しては、前処理は行ってい
ない。以下にその手順を示す。  
1. キシレンに 2〜3 日浸漬してカバーグラスをはずす。  
2. 切片を脱パラフィン系列に通す。  
3. 水洗する（5 分）。  
4. 抗 annexin V 抗体を用いる切片には抗原賦活化処理としてオートクレーブに   
  よる加熱処理を、抗 CD11b 抗体を用いる切片には 0.0025% trypsin 液処理を 5  
  分間行う。  
5. PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
6. サポニン処理（1 mg/ml、室温、20 分）を行う。  
7. PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
8. ブロッキング処理（3%ヤギ正常血清またはニワトリ正常血清、室温、20 分）  
  を行う。  
9. 1 次抗体処理（抗細胞種特異的抗体、4ºC、一晩）を行う。  
10. PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
11. 2 次抗体処理を行う（Invitrogen 社、室温、60 分）。  
  2 次抗体はいずれも Alexa Fluor 488 標識されたニワトリ抗ヤギ抗体、ニワト  
   リ抗ラット抗体、ヤギ抗ウサギ抗体を使用した。  
12. PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
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13. 核染色（PI、Sigma 社、10 分間）。  
14. PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
15. 蒸留水で洗浄する（3 分×1 回）。  
16. パーマフロー（Thermo Shandon 社）で封入する。  
17. 共焦点レーザー顕微鏡（MRC-1024、BioRad 社）で各細胞を同定する。  
18. PBS にスライドグラスを浸漬して（37ºC）カバーグラスを外す。  
19. ヘマトキシリン染色（10〜20 秒）を行う。  
20. 水洗する（10〜15 分）。  
21. 脱水と透徹を行う（各 3 分）。  
22. マリノール（武蔵化学）で封入する。  
23. 光学顕微鏡（AX70、オリンパス社）  により抗プリオン蛋白抗体陽性細胞を    
    同定する。  
 
3.2.2 脾臓における同一切片再染色法  
 2.2.2 項に示した脳乳剤を投与した KO マウスから投与 2 日後に脾臓を採取し、PLP
液（4ºC）で一晩固定した。その後、1%アラビアゴム/8%スクロース/PBS、1%アラ
ビアゴム/16%スクロース/PBS 中にそれぞれ 4ºC で一晩浸漬して脱水した後に凍結
包埋材（Tissue Tek OCT compound、サクラファインテックジャパン社）を用いてド
ライアイス・アセトンで急速凍結した。  
 
3.2.2.1 凍結切片の作製  
 凍結切片はクリオスタット（Leica Micosystems Japan 社）を用いて 5 μm に薄切し、
MAS コートスライドグラス（松浪硝子工業社）にマウントした。切片添付後のスラ
ドグラスは、切片内の水分を速やかに蒸発させるため、30 分間風乾した。  
 
3.2.2.2 凍結切片でのプリオン蛋白陽性細胞種の同定  
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 Avidin-Biotinylated Complex Method（ABC 法）と蛍光抗体法を用いて同一切片再
染色を行った。それぞれの染色法の手順については、以下に記述し、使用した抗体
は表 3 に示した。  
【プリオン蛋白の検出】  
1. 流水洗浄する（5 分）。  
2. 内因性阻害を行う（0.3% H2O2/methanol、15 分）。  
3. PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
4. サポニン処理を行う（1 mg/mL、室温、20 分）。  
5. PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
6. ブロッキング処理を行う（3%ヤギ正常血清、室温、20 分）。  
7. 1 次抗体処理を行う（4ºC、一晩）。  
使用した１次抗体は表 3 に示した。  
8. PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
9. ビオチン化 2 次抗体処理を行う。  
（biotinylated goat anti-rabbit IgG、Vector Laboratries 社、室温、40 分）  
10. PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
11. ABC 試薬処理を行う（Vector Laboratries 社、室温、60 分）。  
12. PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  




1．プリオン蛋白を検出した切片を PBS で洗浄する（3 分）。  
2．サポニン処理（1 mg/ml、室温、20 分）  を行う。  
3．PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
4．ブロッキング処理（3%ニワトリ正常血清、室温、20 分）を行う。  
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5．1 次抗体処理（4ºC、一晩）を行う。  
6．PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
7．2 次抗体処理を行う（Invitrogen 社、室温、60 分）。  
  2 次抗体はいずれも Alexa Fluor 488 標識されたニワトリ抗ヤギ抗体、ニワト  
   リ抗ラット抗体を使用した。  
8．PBS で洗浄する（3 分×5 回）。  
9．核染色（PI、Sigma 社、10 分間）。  
10．PBS で洗浄する（3 分×3 回）。  
11．蒸留水で洗浄する（3 分×1 回）。  
12．パーマフロー（Thermo Shandon 社）で封入する。  
13．共焦点レーザー顕微鏡（MRC-1024、BioRad 社）で各細胞を同定する。  
14．PBS にスライドグラスを浸漬して（37ºC）カバーグラスを外す。  
15．ヘマトキシリン染色（10〜20 秒）を行う。  
16．水洗する（10〜15 分）。  
17．脱水と透徹を行う（各 3 分）。  
18．マリノール（武蔵化学）で封入する。  
19．光学顕微鏡（AX70、オリンパス社）により抗プリオン蛋白抗体陽性細胞を    
    同定する。
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3.3 結果  
3.3.1 FAE においてプリオン蛋白を取り込んだ細胞種の同定  
 本研究に供試した KO マウスは C57BL/6 マウスを遺伝子改変して作製された系統
であるが、C57BL/6 マウスの M 細胞特異的抗原として annexin V が近年見出された
（Verbrugghe et al., 2006）。この特異的抗原に対する抗体を用いて、第 2 章で確認さ
れた FAE においてプリオン蛋白粒子を取り込んだ細胞種の同定を試みた。その結果、
この上皮細胞は、annexin V 陽性であることが確認された（図 6C、D）。  
 
3.3.2 パイエル板におけるプリオン蛋白陽性細胞種の同定  
 パイエル板は数個のリンパ小節が集合した構造をしており、B 細胞や T 細胞、樹
状細胞、マクロファージおよび濾胞樹状細胞といった細胞が存在する。前章におい
て確認されたパイエル板のプリオン蛋白陽性細胞種を同定するために、各細胞に特
異的抗原に対する抗体を用いた。B 細胞の検出には抗 CD45R/B220 抗体、T 細胞に
は抗 CD3 抗体、樹状細胞には抗 annexin V 抗体（Verbrugghe et al., 2006）、マクロフ
ァージには抗 CD11b 抗体（Garrelds et al., 2002）、濾胞樹状細胞には抗 clusterin 抗体
（Sasaki et al., 2006）を用いて再染色を行った。その結果、パイエル板のプリオン蛋
白陽性細胞は、抗 CD11b 抗体にのみ陽性を示し（図 7C、D）、CD45R/B220（図 8A、




下にのみ認められ、濾胞下部への集積は認められなかった（図 7G、H）。  
 
3.3.3 脾臓におけるプリオン蛋白陽性細胞種の同定  









3.4 考察  
 本章では、パイエル板および脾臓のプリオン蛋白陽性細胞種の同定を試みた。パ
イエル板の FAE においては M 細胞が、濾胞下部では CD11b 陽性マクロファージが
同定された。パイエル板の CD11b 陽性細胞は、マクロファージの他に樹状細胞も発










 これまでに、パイエル板において PrPSc を取り込んだ細胞種を同定した報告は少
ないが、スクレイピー発症ヒツジにおいて、パイエル板のマクロファージが PrPSc
を取り込むとの報告がある（Andreoletti et al., 2000）。また、ヒツジ腸管を用いた実
験から、CD11b 陽性細胞がプリオン蛋白を取り込むことが報告されている（Akesson 
et al., 2012）。CD11b 陽性細胞は、myeloid 系細胞に発現する抗原であり、この細胞
は遊走能を維持していると考えられる。マクロファージのような抗原提示細胞は、
ドーム上皮下に多く存在し、FAE を通過した抗原をとりこむ役割を果たすため
（Awaad et al., 2012）、無処置マウスのパイエル板での CD11b 陽性細胞のように、通
常はドーム上皮下に局在する。Prnp 欠損マウスを用いた解析により、このマウス由
来のマクロファージは、野生型に比べて貪食能が高く、ERK-1/2 および Akt kinase






 脾臓での解析の結果、プリオン蛋白陽性細胞は CD14 陽性マクロファージである







を取り込むことは、過去に報告があり（Jeffrey et al., 2000）、本研究の結果も脾臓の




た。したがって、KO マウスでは PrPSc は濾胞樹状細胞に蓄積しないと考えられる。
野生型マウスの濾胞樹状細胞は PrPc を高発現しており、これを足がかりに PrPSc の
蓄積が起こると考えられているが（Manuelidis et al., 2000）、KO マウスでは PrPc が
ないために蓄積が起こらなかったことが示唆される。したがって濾胞樹状細胞にお
ける PrPSc の蓄積には PrPc の発現が必須であると考えられる。  
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3.5 小括  
本章の結果より、以下の新たな知見を得た。  
経口投与した PrPc は、  
1． FAE の M 細胞から体内に取り込まれた。  





































第 4 章  
 





4.1 はじめに  
 TSE 感染個体は、特徴的症状である歩行障害といった神経症状を発現する。この
ような臨床症状の発現に先立って、感染個体の神経系には PrPSc の蓄積が認められ
る（Akhtar et al., 2011）。PrPSc の神経系への蓄積には、神経細胞と PrPSc を保持する
細胞との接触が必要と考えられている（Cashman & Caughey., 2004）。  
 第 2 章で示したように、KO マウスのパイエル板や脾臓ではプリオン蛋白陽性細
胞の集積が一定期間認められた。これら組織は、高度に神経支配を受けた組織であ
る。パイエル板には、主にリンパ濾胞を囲むように細かい網目上に神経線維が分布
している（Vulchanove et al., 2007、Chiocchetti et al., 2008）。また、濾胞内部やドー
ム上皮下、傍濾胞領域にも神経線維が分布している（Ma et al., 2007）。一方脾臓で
は、内部を通る無数の血管に沿うように神経線維が赤脾髄と白脾髄のどちらにも存
在する（Dorban et al., 2007）。  
 KO マウスを用いた過去の報告から、PrPSc の神経系への侵入は KO マウスでは起







4.2 材料と方法  
2.2.4 項に示した免疫染色法によって、プリオン蛋白を検出した切片を用い、神経




様に行った。抗 PGP 9.5 抗体を用いるに当たり、抗原賦活化処理等の前処理は行っ
ていない。本抗体の使用条件は表 3 に示した。再染色には、投与 4 時間後の十二指
腸パイエル板および投与 2 日後の脾臓の染色済み切片を用いた。  
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4.3 結果  
 投与 4 時間後の十二指腸パイエル板での再染色の結果、抗 PGP 9.5 抗体に陽性の
神経線維が濾胞内部や濾胞周囲、ドーム上皮下に検出された。プリオン蛋白陽性細
胞は、濾胞下部において神経線維の非常に近いところに存在していることが確認さ
れた（図 10 円内）。  






4.4 考察  










 PrPc を発現する野生型マウスの TSE 感染モデルでは、PrPSc がリンパ濾胞に局在す
る FDC に蓄積し、増幅した後に神経系に侵入すると考えられている（Bruce et al., 
2000）。FDC と神経線維との間に直接の接触なく、何らかの仕組みによって神経侵
入が媒介されていると推測されている（Heikenwalder et al., 2007）。また、脾臓の FDC
と神経線維の距離が PrPSc の神経侵入の速度に影響を与えるとの報告もある（Gratzel 






4.5 小括  
本章の結果より、以下の新たな知見を得た。  
PrP
Sc 陽性細胞と神経線維との接触は、  






























第 5 章 
 





 これまでに KO マウスにおける経口感染病態の経時的な解析および病態に関わる
細胞種の同定を行った。その結果、明らかになった KO マウスにおける経口感染病
態を図 11 にまとめた（Takakura et al., 2011）。  
 経口摂取した PrPSc は、投与 1 時間後という非常に早い段階で小腸パイエル板の
M 細胞を介して生体以内に侵入することが明らかになった。M 細胞を介して生体内
























































6.1 はじめに  
 PrPSc は神経系やリンパ組織といった PrPc 発現量が多い組織に蓄積する（Aguzzi & 
Heikenwalder., 2006）。また、PrPSc は細胞膜上に発現する PrPc の構造が変換されるこ
とにより発生し、増幅する（Aguzzi & Heppner., 2000）。そのため、PrPc と PrPSc には
親和性があり、PrPc は PrPSc の体内伝播の先導役を果たしているとも言える。  
前章までに、KO マウスにおける PrPSc への経口感染病態について解析し、PrPc に
非依存的な病態を明らかにした。しかし、KO マウスでは、PrPSc の神経侵入は起こ
らないため、TSE 病態において重要な PrPSc の神経系への蓄積を解析することはで
きない。KO マウスにおいて、マクロファージが PrPSc を取り込むことが明らかにな
ったが、PrPc を発現する野生型（WT）マウスのマクロファージではその貪食能が
KO マウスに比べて低下するという報告があり（Almeida et al., 2005）、WT マウスに
おける病態ではマクロファージ以外の細胞も関与することが示唆される。そこで本




た PrPSc を区別して、PrPSc だけを特異的に検出するのは困難であった。しかし、近
年作出された PrPSc 特異的モノクローナル抗体では簡便な前処理を行うことによっ
て組織中の PrPSc を特異的に検出できる（Yamasaki et al., 2012）。本研究では、この




6.2 材料と方法  
6.2.1 供試動物  
動物は、BALB/c マウスの 3 週齢、オスを用いた。なお、マウスの飼育、経口投
与、材料の採取は、長崎大学の P3 実験施設において実施した。  
 
6.2.2 TSE 感染マウス脳乳剤の経口投与  
2.2.2 項に示した方法と同様の手法で TSE 感染マウス脳乳剤の経口投与を行った。 
 
6.2.3 材料の採取  
 脳乳剤を投与した後、15、30 分、1、2、4、6、8、10 時間、2、6 日、4、10、20
および 30 週後の各時間に 2 匹ずつ屠殺した。屠殺後、十二指腸、空腸および回腸パ
イエル板、腸間膜リンパ節、脾臓および脳を採取して PLP 液中で一晩固定し、パラ
フィンに包埋した。包埋した組織から厚さ 3µm の組織切片を作製した。  
 




1． 脱パラフィン  
2． 水洗（5 分）  
3． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
4． 5M グアニジン液に浸漬（室温、15 分）  
5． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
6． サポニン処理（1 mg/mL、室温、20 分）  
7． PBS で洗浄（3 分×3 回）  
8． ブロッキング処理（3％正常ヤギ血清、室温、20 分）  
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9． 1 次抗体処理（4℃、一晩）  
10． PBS で洗浄（3 分×5 回）  
11． 2 次抗体処理（ニチレイバイオサイエンス社、ヒストファイン シンプルステ
イン、室温、20 分）  
12． PBS で洗浄（3 分×5 回）  
13． DAB（0.025% 3, 3’-diaminobenzidine と 0.01% H2O2 を含む 0.05M Tris-HCl（pH 
7.6））で発色  
14． ヘマトキシリン染色（10〜20 秒）  
15． 水洗（10〜15 分）  
16． 脱水および透徹  
17． エンテランニュー  (メルク社)で  封入  
18． 光学顕微鏡  (AX70、オリンパス社) により抗プリオン蛋白抗体陽性細胞を同定。 
61 
 
6.3 結果  
6.3.1 小腸パイエル板  
 はじめに、PrPSc の生体への侵入部位と考えられる小腸パイエル板について解析し
た。投与後 15 分および 30 分後のパイエル板では PrPSc は検出されなかった。WT マ
ウスのパイエル板における PrPSc の取り込みは、投与 1 時間後から確認された。投
与 1 時間後の回腸パイエル板では、FAE に PrPSc を取り込んだ上皮細胞を複数検出
した（図 12 A、黒矢頭）。この上皮細胞中の PrPSc は、上皮細胞の管腔側と基底膜側
それぞれの細胞質に認められた。このような FAE での PrPSc の取り込み像は、投与
2 時間後および 6 時間後にも認められた。投与 1 時間後において、ドーム上皮下に
は PrPSc 陽性粒子が散在しており（図 12 A、赤矢頭）、濾胞中心および濾胞下部にも
PrP
Sc 陽性像が認められた（図 12 B）。濾胞中心および濾胞下部の陽性像は、投与 1
時間以降投与 20 週後まで継続して認められたが（投与 2 時間後：図 12 C、D）、投
与 8 時間後のパイエル板では一時的に陽性像は検出されなかった（図 13～15）。投
与 30 週後ではパイエル板における PrPSc 陽性像はいずれの部位においても認められ
なかったが（図 15）、一方でパイエル板近傍の絨毛の固有層に複数の PrPSc 陽性細胞
が確認された（図 16）。パイエル板において、PrPSc 陽性細胞が検出された部位を表
4 にまとめた。十二指腸、空腸および回腸のいずれにおいても投与 1 時間後から投
与 30 週にかけて PrPSc が検出された。  
 
6.3.2 腸間膜リンパ節および脾臓  
 パイエル板から腸間膜リンパ節および脾臓への伝播を経時的に解析した。  
腸間膜リンパ節では、投与 4 週後に PrPSc 陽性細胞が確認され、その後 30 週まで
継続して確認された（図 17）。PrPSc 陽性細胞は、4 週後では濾胞内に認められ、10
週以降は辺縁部に局在していた。PrPSc 陽性細胞数の推移は、投与 10 週および 20 週
にかけて最大となり、30 週後では減少していた。  








Sc 陽性細胞数の推移を表 5 にまとめた。  
 
6.3.3 脳  
 経口摂取した PrPSc の最終的な蓄積部位である脳について解析を行った。脳にお
いて特に PrPSc が多く蓄積することが知られている海馬歯状回および視床下部の 2
つの領域について、PrPSc の蓄積と神経変性の結果生じる空胞化の推移について解析
を行った。  
 PrPSc の蓄積は両部位ともに投与 20 週後から検出され（図 19 E、F）、投与 30 週後




6.4 考察  
 本章で投与 30 週後の組織を採取したマウスは、2 例ともに末期の TSE 発症個体
の特徴である歩行障害を呈していた。したがって、本章では WT マウスにおける TSE
の感染直後から発症に至る過程を解析したと考えられる。  
 WT マウスでは、投与 1 時間後という早期からパイエル板の FAE を介して生体内
に PrPSc が取り込まれた。さらに、投与 1 時間後にはパイエル板の濾胞周辺に網目
状の PrPSc 陽性像が確認された。したがって、生体内に取り込まれた PrPSc は、直ち
にパイエル板に蓄積したと考えられる。これまでの報告では、早くても投与 1 日後
に PrPSc が検出されているため（Kujala et al., 2011）、本研究の結果はさらに早い段
階で経口投与した PrPSc が体内に侵入し、蓄積する可能性を示すものである。また、
投与後 1 時間のパイエル板では、ドーム上皮下に PrPSc が散在する像が確認された。
したがって、ドーム上皮下の PrPSc を濾胞周辺へと運ぶ何らかの細胞の存在が示唆
された。WT マウスにおけるこれまでの報告から、濾胞周辺の PrPSc 蓄積部位として
濾胞内に網目状に細胞質を伸ばしている濾胞樹状細胞（FDC）が注目されている
（Bruce et al., 2000）。FDC は、PrPc を高発現するため、PrPSc 蓄積の場となると考え
られている（McBride et al., 1992）。本章で認められた濾胞周辺における陽性像は、
網目状を呈しており、FDC に蓄積していることが強く示唆された。FDC 欠損もしく
は FDC 数が減少したマウスでは、TSE の病態進行が顕著に抑制されることが報告さ
れており、TSE 病態の進行における FDC の重要性は明らかである（Montrasio et al., 
2000、Prinz et al., 2002）。本章の結果、FDC への PrPSc の蓄積が投与 1 時間後から起
こっていると考えると、末梢での病態はこれまで知られている以上に早く進行して
いる可能性が示唆された。  
 また、FAE を通過した PrPSc を FDC へと受け渡す細胞種については、これまでの
報告から樹状細胞やマクロファージといった貪食能と遊走能を持つ抗原提示細胞が





おいても、PrPSc を運搬する細胞としてマクロファージの関与が示唆された。  






た。両部位において、PrPSc 陽性細胞は投与 4 週後から検出された。腸間膜リンパ節
では投与 30 週後まで継続して PrPSc 陽性細胞が認められたことから、パイエル板な
どからの PrPSc 陽性細胞の流入や腸間膜リンパ節での PrPSc の増幅が継続して起こっ
ていたことが考えられる。一方、脾臓では同じく投与 4 週後から PrPSc 陽性細胞が
認められたものの、投与 10 週および 20 週後では検出されず、投与 30 週後に再び検
出された。脾臓の PrPSc 陽性細胞数は、解析した期間を通じて腸間膜リンパ節に比
べると少なかった。これまで、脾臓が PrPSc の蓄積部位として重要である事は、多
くの報告から明らかであり（Halliez et al., 2014）、本章で脾臓への PrPSc の蓄積が少
なかった原因は不明である。  
 TSE の発症に重要な段階である PrPSc の中枢神経系への蓄積について、経時的に
解析した結果、海馬歯状回および視床下部ともに投与 20 週後から PrPSc が検出され
た。さらに、投与 30 週後では、PrPSc の陽性像が顕著に増加していた。脳には PrPSc
の増幅の基となる PrPc が多量に存在するため、いったん脳内に PrPSc が侵入すると











6.5 小括  
本章の結果より、以下の新たな知見を得た。  
WT マウスにおいて経口投与した PrPSc は、  
1． 投与 1 時間後から小腸パイエル板の FAE を介して取り込まれた。  
2． リンパ濾胞周辺に集積した。  
3． 投与 2 日後に腸間膜リンパ節および脾臓へと伝播した。  
4． 投与 20 週後に脳への蓄積が確認され、投与 30 週後では蓄積および脳組織の空
胞化が顕著に亢進していた。  
5． パイエル板および腸間膜リンパ節では発症までの長期に渡り蓄積が確認され、




























































7.1 はじめに  
 前章では、WT マウスにおける感染から発症に至るまでの病態を明らかにした。






投与後 30 週という末期病態において小腸の絨毛固有層に PrPSc 陽性細胞が複数認め
られた。投与 30 週のパイエル板に PrPSc は検出されなかったことから、絨毛固有層
の PrPSc 陽性細胞は、他の組織で PrPSc を取り込んだ細胞が絨毛に移行してきたこと
が示唆された。このように、WT マウスの TSE 経口感染病態において、PrPSc の伝播
には様々な細胞の関与が示唆される。  
 本章では、末梢での PrPSc の伝播のうち、生体への侵入口となる FAE の上皮細胞
種および投与 30 週後の絨毛固有層に認められた PrPSc 陽性細胞種の同定を試みた。
前者は、病態の開始点となる重要な細胞である。この細胞は、KO マウスと同様に






循環」と呼ばれている（Tanaka et al., 2004）。さらに、このような再循環をする B 細
胞が、リンパ組織間の PrPScの伝播を担う可能性が示唆されている（Mok et al., 2012）。
そのため、本章では PrPSc の侵入口として M 細胞が、また、リンパ組織間の PrPSc
の伝播を担う細胞の一つとして B 細胞が関わっている可能性について解析を試みた。 
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M 細胞特異的抗原として、近年汎用されている glycoprotein 2 (GP2)に対する 1 次
抗体（免疫生物学研究所社）を 250 倍希釈して用いた（Terahara et al., 2008）。また、
B 細胞特異的抗体として抗 CD45R/B220 抗体（BD Pharmingen 社）を 1000 倍希釈し
て用いた（Coffman., 1982）。これら 1 次抗体の添加前の賦活化等の前処理は実施し
ていない。2 次抗体は、いずれの抗体に対しても抗ラット IgG 抗体（ニチレイバイ
オサイエンス社、ヒストファイン シンプルステイン、室温、30 分）を用いた。発
色には、Vina Green Chromogen Kit（Biocare Medical 社）を用いた。  
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7.3 結果  
7.3.1 FAE において PrPSc を取り込んだ上皮細胞種の同定  
 投与 2 時間後の回腸パイエル板を用いて、抗 GP2 抗体による同一切片再染色を行
った。その結果、PrPSc が GP2 陽性 M 細胞の管腔側表面に付着している像が確認さ
れた（図 20 A）。また、GP2 陽性 M 細胞が PrPSc を取り込んでいる像が確認された
（図 20 B）。  
 
7.3.2 投与 30 週後の絨毛固有層に認められた PrPSc 陽性細胞種の同定  
 投与 30 週後の十二指腸を用いて、抗 CD45R/B220 抗体による同一切片再染色を行
った。その結果、絨毛固有層の複数の PrPSc 陽性細胞が CD45R/B220 と共陽性を示し
た（図 21、矢頭）。  
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7.4 考察  
 本章では、WT マウスの経口感染病態において重要である腸管から生体への PrPSc
の侵入口となる細胞種および感染末期に認められた体内伝播を担う細胞種の同定を
試みた。  
経口摂取した PrPSc の腸管からの侵入口として GP2 陽性 M 細胞が同定された。
WT マウスの解析では、小腸上皮細胞による取り込みは、FAE においてのみ確認さ
れたため、生体への侵入口として M 細胞が中心となることが示唆された。WT マウ
スの M 細胞には PrPc が発現し、病原体の取り込みに対して受容体のような役割を
果たしているとの報告がある（Nakato et al., 2012）。また、PrPSc は PrPc を基にして
増幅することを考えると、WT マウスの M 細胞に発現する PrPc が管腔内の PrPSc の
取り込みにも関与している可能性が示唆される。また、GP2 陽性 M 細胞の管腔側表
面に PrPSc が付着していたことも M 細胞の PrPc を介した PrPSc の取り込みを示唆す
るものである。一方で、第 3 章で示した通り、KO マウスにおいても M 細胞が PrPSc
の侵入口として同定された。したがって、M 細胞からの PrPSc の取り込みには必ず
しも PrPc の発現が必要ではないことを示している。いずれの取り込み方にせよ、M
細胞が PrPSc の取り込みに中心的な役割を担うことが示された。  
 本章では、さらに末期病態において PrPSc の伝播に関わる細胞として B 細胞の関
与が示唆された。7.1 項に述べたように、抗原に感作される前のナイーブ B 細胞は、
血流によって循環する過程でパイエル板などの 2 次リンパ組織に入り、再び輸出リ
ンパ管から血流に戻るという循環をしている。しかし、2 次リンパ組織で抗原に感
作されたリンパ球は、移動能を獲得して炎症部位へと移行する（Tanaka et al., 2004）。
このような血流とリンパをまたいだ循環は、リンパ球のみに起こる現象であり、顆
粒球や単球には認められない。したがって、TSE 感染個体においても循環している
ナイーブ B 細胞がパイエル板に入った際に抗原として PrPSc を認識し、絨毛固有層
に移行した可能性が示唆された。別の報告によると、B 細胞のリンパ組織間の循環








けでなく、B 細胞も PrPSc の伝播に関与する可能性が示唆された。  
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7.5 小括  
本章の結果より、以下の新たな知見を得た。  
経口投与した PrPSc は、  




































 第 6 章および第 7 章において、WT マウスにおける経口摂取した PrPSc の小腸パイ
エル板における取り込みと体内伝播について解析した。PrPSc は、GP2 陽性 M 細胞




質を伸ばし、PrPc を高発現する FDC の局在と類似していることから、パイエル板に
おける PrPSc の蓄積の場として FDC の関与が示唆された。パイエル板には投与 20
週後まで PrPSc が検出されたことから、PrPSc の増幅が長期に渡って起こっていると
推測された。パイエル板から他の組織への伝播に関しては、腸間膜リンパ節および
脾臓への伝播が確認された。どちらも投与 4 週後には PrPSc 陽性細胞が確認され、4
週以前で伝播が既に始まっている可能性が示唆された。腸間膜リンパ節では、投与
30 週後においても PrPSc が認められたことから、PrPSc の末梢での増幅が継続して起
こっていると考えられた。また、病態末期の PrPSc の伝播を担う細胞として B 細胞
が関与する可能性が示唆された。脳への PrPSc の蓄積は投与 20 週後から確認され、




































ける生体内 PrPcの役割  
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態における相違点から、TSE の経口感染病態における PrPc の役割について考察した
い。  
 TSE の経口感染病態における KO マウスおよび WT マウスの相違点として、  
① パイエル板における PrPSc の蓄積部位  
② パイエル板における PrPSc の蓄積期間  
③ 中枢神経系への PrPSc の移行の有無  
④ PrPSc 陽性細胞が体内伝播する期間  
の 4 点が考えられた。以下、各相違点から考えられる PrPc の役割を考察する。  
① パイエル板における PrPSc の蓄積部位  
 KO マウスのパイエル板では、PrPSc を取り込んだマクロファージが濾胞下部に集
積した。一方、WT マウスでは FDC 上に PrPSc が集積したと考えられた。Almeida
らの報告によると、PrPc 欠損マウス由来マクロファージは、 in vitro および in vivo
において、野生型マウス由来のマクロファージに比べて活発な貪食能を有する
（Almeida et al., 2005）。また、パイエル板における PrPSc の動態を詳細に解析した報
告によると、ドーム上皮下のマクロファージが PrPSc を取り込むことが示されてい
る（Kujala et al., 2011）。この報告では、マクロファージから FDC へと PrPSc が移行
する可能性が示唆されている。しかし、KO マウスの解析では、マクロファージか
ら FDC への PrPSc の受け渡しは確認されなかった。一方、WT マウスでは M 細胞よ
り侵入した PrPSc は何らかの細胞によって濾胞内の FDC まで運ばれ、受け渡された
と考えられる。したがって、FAE の M 細胞を介してマクロファージを含む遊走能を
持つ細胞に受け渡された PrPSc は、PrPc の発現がある野生型マウスでは FDC へ受け




の細胞から FDC へと PrPSc を受け渡す際に必要な分子であると推測される。  
② 末梢組織における PrPSc の蓄積期間  
 本研究の結果、KO マウスと WT マウスでは、PrPSc が生体内へ侵入したタイミン
グは同じであったにも関わらず、体内の PrPSc の蓄積期間には大きな違いが認めら
れた。KO マウスでは、投与 10 週には体内から消失していたのに対し、WT マウス
では投与 30 週でもなお体内の複数組織に PrPSc が蓄積していた。両者に投与した脳
乳剤に含まれる PrPSc 量はほぼ同じであったと考えると、両者の蓄積期間の違いは、
経口摂取した PrPSc が体内に侵入した量、もしくは、PrPSc が体内で増幅した量の違
いに起因すると考えられる。体内への侵入について、本研究から PrPc の発現の有無
に関わらず腸管内の PrPSc は主に M 細胞から取り込まれた。M 細胞は PrPc を発現し
ており、これを利用して体内に侵入する病原体も存在する（Nakato et al., 2012）。ま
た、WT マウスでは FAE における PrPSc の取り込みが KO マウスよりも長期間確認さ
れた。したがって、WT マウスでは M 細胞における PrPc によって KO マウスより多
くの PrPSc が取り込まれた可能性があるかもしれない。一方、体内での PrPSc の増幅
に PrPc が必要なことは多くの報告から明らかである。PrPc を欠損したモデルでは、
増幅は起こらずに消失していくのに対し（Sakaguchi et al., 1995）、PrPc を過剰発現し
たモデルでは早期に増幅が起こる（Collinge et al., 2008）。したがって、本研究で認
められた PrPSc の体内での蓄積期間の違いは、腸管から PrPSc が取り込まれた量およ
び体内での PrPc を基にした PrPSc の増幅に起因すると考えられる。  
③ 中枢神経系への PrPSc の移行の有無  
パイエル板などのリンパ組織や脾臓には、多くの神経細胞が存在し、高度に神経
支配された組織と言える（Costes et al., 2013）。第 4 章で示した通り、KO マウスの
パイエル板および脾臓にも多くの神経細胞が確認されたことより、PrPc の発現の有
無はこれら組織の神経支配に影響を与えないと考えられる。また、同じく第 4 章で




わらず、KO マウスにおいて PrPSc の神経侵入が起きなかったのは、PrPc の発現が神
経侵入に必須である、もしくは、神経侵入は時間を要する現象であり、KO マウス
のように投与 10 週後には PrPSc が消失してしまうと、神経侵入に至らない可能性も
ある。後者の場合、PrPSc を基にした PrPSc の増幅が必要ということになり、いずれ
の理由にせよ、PrPSc の神経侵入が起こるには PrPc の発現が必須であると考えられる。 
 WT マウスでは、投与 20 週後に脳への PrPSc の蓄積が認められた。他の報告によ
ると、パイエル板において投与 3 週後に筋層の神経叢に PrPSc が検出されている
（Kujala et al., 2011）。したがって、末梢神経への PrPSc の侵入は中枢で検出される
かなり以前から始まっていることが示唆される。この神経侵入の前段階として、FDC
への PrPSc の蓄積が起こることから、FDC が神経侵入を仲介している可能性が報告
されている（Montrasio et al., 2007）。すなわち、FDC を欠損した場合、末梢リンパ
組織や脾臓に PrPSc が蓄積していても、TSE を発症しないのである。本研究におけ
る KO マウスでの解析から、KO マウスでは FDC への PrPSc の蓄積は認められなか
った。したがって、FDC における PrPc の発現が PrPSc の神経侵入をコントロールし
ていることを支持する結果であると考えられる。  
④ PrPSc 陽性細胞が体内伝播する期間  
 KO マウスでは、投与後 10 週時点で PrPSc 陽性細胞は消失したため、体内伝播は
それ以前に終わったと考えられる。一方、WT マウスでは投与後 30 週においても絨
毛固有層に PrPSc 陽性細胞が確認され、その一部は B 細胞であった。絨毛固有層に
はリンパ管や血管があり、様々な細胞が循環している。B 細胞の寿命は数日程度で
あることを考慮すると、投与 30 週時点でもなお末梢において細胞間の PrPSc の受け
渡しが起こっていると考えられる。ナイーブ B 細胞は、FDC 表面の抗原を受け取る
ことが知られている（Suzuki et al., 2009）。また、B 細胞は抗原に対する反応性を保




（Finke et al., 2001）。本研究において、FDC における PrPSc の蓄積はパイエル板で投
与 20 週後まで確認された。以上から、長期間に渡る FDC への PrPSc の蓄積の結果、
B 細胞が PrPSc を受け取り、リンパ組織間を循環する間に他の組織へと PrPSc を伝播

























枢神経へと到達することが分かっている（Mabbott & MacPherson., 2006）。中枢神経
では PrPSc の蓄積に伴って、神経細胞の変性および脱落が起こり、空胞化と呼ばれ






ていない。本研究では、経口投与した PrPSc のみを簡便に検出できる PrPc ノックア








第 3 章では、KO マウスにおいて経口投与した PrPSc は、FAE の M 細胞より取り





第 4 章では、投与後数時間もしくは数日という初期の時点で、PrPSc 陽性細胞と神
経線維とが接触する機会があり、PrPSc の神経侵入がこれまでの知見より早い段階で
起こっている可能性が示された。  
KO マウスにおける以上の解析結果から、経口投与した PrPSc は、投与 1 時間後か
ら FAE の M 細胞より取り込まれ、M 細胞から PrPSc を受け取ったマクロファージが
パイエル板から腸間膜リンパ節および脾臓への伝播を担っていることが示された。
また、PrPSc を保持したマクロファージが、投与後早期の段階で PrPSc の神経侵入を
仲介している可能性も示された。  
次に、WT マウスにおける TSE の経口感染病態を解析した。  
第 6 章では、経口投与した PrPSc は、投与 1 時間後に FAE から取り込まれ、リン
パ濾胞周辺に蓄積し、投与 2 日後には腸間膜リンパ節および脾臓へと伝播した。さ
らに、投与 20 週後以降に脳への蓄積が認められ、脳の空胞化が投与 30 週後に起こ
った。パイエル板や腸間膜リンパ節では、投与後初期から病態末期に至るまで PrPSc
が蓄積する。また、投与 30 週後においてもリンパ組織間の PrPSc の伝播が起こって
いることが明らかになった。  
第 7 章の結果、WT マウスにおいて経口投与した PrPSc は FAE の M 細胞より取り
込まれたことが判明した。また、病態末期においてリンパ組織間の PrPSc の伝播の
一部を B 細胞が担っている可能性が示された。  
WT マウスにおける以上の結果から、経口投与した PrPSc は、投与 1 時間後から
FAE の M 細胞より取り込まれ、その後長期に渡り伝播・蓄積した後に中枢神経系へ
蓄積することが明らかになった。また、病態末期の伝播には B 細胞が関わっている
可能性が示された。  





また、PrPc 発現の有無によって、組織内の PrPSc の蓄積の場となる細胞および組織間
の伝播を担う細胞も異なることが判明し、多様な細胞の関与が明らかになった。  
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